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Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh fenantren terhadap aktivitas enzim katabolik pada 
Pseudomonas putida TI (8). Isolat ditumbuhkan pada media Air Mineral Sintetis (AMS) dengan 
penambahan 1% fenantren. Enzim katabolik diuji aktivitasnya terhadap fenantren. Uji aktivitas enzim 
ditentukan berdasarkan penurunan absorbansi NADH pada panjang gelombang 340 nm. Satu unit 
aktivitas enzim dinyatakan sebagai jumlah enzim yang membutuhkan 1 µmol NADH untuk 
mengoksidasi substrat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat dapat tumbuh menggunakan 
fenantren hingga 10 hari inkubasi. Aktivitas enzim katabolik tertinggi terhadap fenantren pada inkubasi 
hari ke 8 sebesar 5,391 U/mL. Penambahan 1% hidrokarbon poliaromatik dapat meningkatkan aktivitas 
enzim sebesar 10 kali, hal ini menunjukkan bahwa enzim katabolik pada Pseudomonas putida TI (8)  
merupakan enzim induktif. 
Kata kunci: bakteri hidrokarbonoklastik; enzim katabolik; fenantren; Pseudomonas putida T1 (8) 
 
Abstract 
This research aims to study the influence of phenanthrene on activity of catabolic enzyme from 
hydrocarbonoclastic bacteria Pseudomonas putida TI (8). Isolates were grown on a synthetic mineral 
water media and 1% phenanthrene. Catabolic enzymes was tested its activity toward phenanthrene. The 
value of enzyme activity is determined based on a decrease in NADH absorbance at a wavelength of 
340 nm. One unit of enzyme activity is expressed as the amount of enzymes which requires 1 μmole of 
NADH to oxidize substrates. The research showed that the isolates could be grown using phenanthrene 
for up to 10 days of incubation. Catabolic enzyme activity is the highest of phenanthrene were achieved 
at 8 days incubation with 5.391 U/mL. The addition of substrate can increase the enzyme activity up to 
10-fold, indicating that the catabolic enzyme from Pseudomonas putida TI (8) is an inductive enzymes. 




Fenantren merupakan hidrokarbon 
yang tergolong dalam polycyclic aromatic  
hydrocarbons (PAH). Golongan ini 
mewakili sekelompok polutan lingkungan 
yang banyak mengkontaminasi tanah dan 
sedimen, serta menjadi perhatian akibat efek 
karsinogenik atau mutagenik (Zam, 2011). 
Keberadaan PAH sebagai polutan sering 
dihasilkan dari kegiatan eksplorasi dan 
industri pengilangan minyak bumi. Pada 
pengilangan minyak bumi terdapat produk 
samping berupa limbah lumpur minyak bumi 
(oil sludge) (Chelyadyn dkk., 2020).  
Upaya pengolahan limbah oil sludge 
dapat diatasi dengan  metode biologi, fisika 
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atau kimia. Metode secara biologi 
merupakan metode yang efektif dari segi 
biaya dan ramah lingkungan. Metode ini 
memanfaatkan mahluk hidup khususnya 
mikroorganisme sebagai upaya pembersihan 
oil sludge (Bharali dkk., 2018). Pengolahan 
secara fisika dan kimia membutuhkan biaya 
yang mahal dan dapat menimbulkan 
pencemar baru.  
Proses penguraian oleh aktivitas 
mikroba, yang mengakibatkan transformasi 
struktur suatu senyawa sehingga terjadi 
perubahan integritas molekuler atau 
menguraikan senyawa yang berbahaya 
menjadi tidak berbahaya bagi lingkungan 
disebut dengan biodegradasi (Seo, 2009). 
Dalam proses biodegradasi terjadi konversi 
dari bahan-bahan kimia yang komplek 
menjadi produk-produk yang termineralisasi 
seperti air (H2O) dan karbondioksida (CO2) 
(Nzila, 2013). 
Mikroorganisme yang digunakan 
dalam proses degradasi hidrokarbon 
poliaromatik yaitu bakteri gram positif dan 
gram negatif seperti Aeromonas hydrophila, 
Acinetobacter faecalis tipe II, Actinobacillus 
sp, Pseudomonas putida, Pseudomonas 
cepacea, dan Pseudomonas pseudomallei 
(Kanaly & Harayama, 2000). Secara alami 
mikroorganisme ini memiliki kemampuan 
untuk mentranspor, mengikat, mengemulsi 
dan mendegradasi hidrokarbon (Zam, 2011). 
P. putida TI (8) menghasilkan biosurfaktan 
seperti hasil penelitian Alami (2010), bahwa 
P. putida TI (8) memiliki  produk 
biosurfaktan sebesar 9,8 g/L. P. putida TI (8) 
memiliki enzim katabolik yang dapat 
mempengaruhi kemampuan bakteri dalam 
mendegradasi hidrokarbon menjadi senyawa 
metabolit yang lebih sederhana. Enzim ini 
merupakan enzim kunci dalam degradasi 
hidrokarbon aromatik (Yani dkk., 2020). 
Adanya enzim menjadikan bakteri bisa 
mendegradasi polimer hidrokarbon menjadi 
senyawa yang tidak kompleks sehingga 
dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon 
dan energi oleh bakteri. Keberadaan enzim 
juga berhubungan dengan proses 
pengambilan substrat oleh bakteri (Olivera 
& Luengo, 2019). 
Beberapa enzim telah dikaitkan dengan 
biodegradasi hidrokarbon, khususnya PAH. 
Enzim dioksigenase adalah contoh enzim 
yang bekerja pada degradasi aerobik 
hidrokarbon aromatik. Enzim ini awalnya 
akan mengoksidasi PAH sehingga 
menghasilkan cis-dihidrodiol yang 
selanjutnya diubah menjadi senyawa 
hidroksi seperti katekol dan mengalami 
pembelahan posisi orto menghasilkan cis-cis 
asam mukonat dan mengalami pembelahan 
posisi meta menjadi   2-hidroksi mukonat 
semi aldehid, serta beberapa senyawa 
karboksilat (Grimm & Harwood, 1997; 
Crawford & Crawford, 1996; Seo, 2009). 
Salah satu faktor yang berperan 
penting dalam degradasi adalah 
pertumbuhan dan kebutuhan nutrisi untuk 
menunjang aktivitas mikroorganisme 
pendegradasi. Berdasarkan studi literatur, P. 
putida TI (8) berpotensi mendegradasi 
senyawa PAH, tetapi penelitian tentang uji 
aktivitas enzim katabolik oleh P. putida TI 
(8) terhadap fenantren belum pernah 
dilakukan, sehingga tujuan penelitian ini 
adalah untuk mengethaui pengaruh 
fenantren tehadap aktivitas enzim katabolik 
pada P. putida TI (8). Dalam penelitian ini 
diamati pertumbuhan P. putida TI (8) dalam 
media yang mengandung fenantren dan uji 




Penelitian ini menggunakan bakteri 
Pseudomonas putida T1 (8) yang diisolasi 
dari Tanjung Perak Surabaya dan dilakukan 
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penelitian di Laboratorium mikrobiologi 
Universitas Airlangga Surabaya.  
 
Alat dan Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah P. Putida TI (8), media 
Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB), 
fenantren, NADH, yeast extract, AMS. Alat-
alat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah spektrofotometri UV-VIS, 
centrifuge, neraca analitik, pipet mikro, 
inkubator, autoclave, laminar air flow 
cabinet, dan shaker incubator.  
 
Peremajaan Bakteri 
Langkah-langkah penelitian ini adalah 
melakukan peremajaan P. putida TI (8) 
dalam  media NA dan diinkubasi selama 24 
jam pada suhu kamar. Pertumbuhan P. 
putida TI (8) diukur dalam 20 mL media 
garam mineral sintetis yang mengandung 
1% fenantren dan diinkubasi dengan shaker 
100 rpm pada suhu 30 oC selama 14 hari. 
Perlakuan kontrol diukur dalam 20 mL 
media garam mineral sintetis tanpa 
penambahan fenantren dan diinkubasi 
dengan kondisi yang sama sebagai acuan 
pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan bakteri 
diamati dengan pengukuran turbiditas dari 
optical density (OD) pada 600 nm 
menggunakan spektrofotometer UV/Vis 
dengan interval 2 hari (Abbasian dkk., 
2015). Pengukuran optical density (OD) 
didasarkan pada pemisahan cahaya dengan 
panjang gelombang 600 nm. Panjang 
gelombang ini memiliki warna orange, 
pemilihan panjang gelombang 600 nm 
dikarenakan bahan organik lebih mudah 
menyerap cahaya, sehingga sel 
mikroorganisme dapat diperkirakan 




Analisis Biomassa Sel 
Sel dipanen dengan cara disentrifugasi 
pada kecepatan 5000 rpm. Supernatan 
dipisah untuk uji aktivitas enzim 
ekstraselular, pelet kemudian 
diresuspensikan dalam 1 mL buffer Tris-HCl 
20 mM pH 7,4. Pelet lalu disonikasi 
menggunakan ultrasonic disintegrator, dan 
disentrifuse selama 10 menit pada kecepatan 
8000 rpm pada suhu 4 ºC. Supernatan yang 
telah bebas sel digunakan untuk uji aktivitas 
enzim intraselular.  
 
Uji Aktivitas Enzim 
Supernatan yang telah bebas sel 
digunakan untuk uji aktivitas enzim 
fenantren dioksigenase. Campuran reaksi 
mengandung buffer Tris-HCl 20 mM; 
NADH 0,1 mM; dan 2 μL larutan fenantren 
(1% fenantren dalam 80% DMSO), dan 20 
μL enzim sehingga volume total larutan uji 
adalah 200 µL. Reaksi dimulai dengan 
penambahan 2 μL larutan substrat ke dalam 
campuran reaksi. Campuran kemudian 
dihomogenkan menggunakan vortex selama 
3 detik dan diinkubasi selama 6 menit. 
Absorbansi campuran diukur menggunakan 
microplate reader pada panjang gelombang 
340 nm.  Nilai absorbansi yang diperoleh 
selanjutnya digunakan untuk menentukan 
besarnya aktivitas enzim. Satu unit aktivitas 
enzim fenantren dioksigenase dinyatakan 
sebagai banyak nya enzim yang 
membutuhkan 1 µmol NADH untuk 
mengoksidasi substrat (Jauhari dkk., 2014; 
Mishra dkk., 2014; Singh dkk., 2013; Mishra 
& Singh, 2012).  
 
Analisis Data Uji Aktivitas Enzim 
Satu unit aktivitas enzim dinyatakan 
sebagai banyaknya enzim yang 
membutuhkan 1 µmol NADH untuk 
mengoksidasi substrat per menit per mL 
enzim. Besarnya aktivitas enzim ditentukan 
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dari nilai absorbansi yang di dapat setelah 
pengukuran campuran reaksi enzimatis 






       𝛥𝐴340 𝑥 𝑉𝑒 
𝐴340 𝑥 𝑉𝑠 𝑥 𝑡 𝑥 𝑙 
.......(1) 
Dengan: 
ΔA340 : Selisih absorbansi NADH awal dan 
absorbansi tes 
A340    : Absortivitas molar NADH, sebesar 6,22 mL 
µmol-1cm-1 
Ve : Volume enzim, sebesar 1 mL 
Vs : Volume sampel enzim, sebesar 0,01 mL 
t : Waktu inkubasi, sebesar 5 menit 
𝒍 : pathlength, sebesar 0,05 cm 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Respon pertumbuhan atau optical 
density (OD) P. putida TI (8) yang 
ditumbuhkan dalam media air mineral 
sintetik (AMS) dengan penambahan substrat     
fenantren  dan tanpa penambahan substrat 
fenantren disajikan pada Gambar 1. P. putida 
TI (8) dapat menggunakan 1 % substrat 
hidrokarbon poliaromatik (fenantren) 
sebagai substrat pertumbuhannya.  
P. putida TI (8) pada media AMS 
tanpa penambahan fenantren dan dengan 
penambahan substrat fenantren mengalami 
pertumbuhan sejak hari kedua tanpa 
didahului fase lag. Pada Gambar 1 terlihat 
bahwa ada perbedaan pola pertumbuhan P. 
putida TI (8)  antara tanpa penambahan 
substrat hidrokarbon dan penambahan 
substrat hidrokarbon. Selain itu, biomassa 
sel tanpa penambahan substrat hidrokarbon 
lebih sedikit dibandingkan dengan biomassa 
sel pada penambahan substrat hidrokarbon 
yang disajikan pada Gambar 2. Hal ini 
menunjukkan adanya adaptasi dan 
penggunaan substrat oleh P. putida TI (8) 





























Gambar 2. Kurva Biomassa Sel P. putida TI (8)  
 
 P. putida TI (8) dapat tumbuh dan 
beradaptasi dengan adanya fenantren 
(C14H10) sebagai sumber energi dan sumber 
karbon. Fase pertumbuhan P. putida TI (8) 
dengan adanya fenantren dapat 
meningkatkan nilai OD dan massa sel dengan 
bertambahnya waktu inkubasi dibandingkan 
dengan tanpa penambahan fenantren. Bakteri 
dapat mengalami fase stasioner saat sel 
terhambat karena massa sel mengalami 
penurunan seiring dengan meningkatnya 
waktu inkubasi  dan sel mengalami toksisitas 
terhadap fenantren serta berkurangnya 
jumlah oksigen dalam sel (Pelczar, 1986). 
Selain itu, fase stasioner terjadi karena zat 
makanan yang diperlukan bakteri berkurang 
dan hasil ekskresi bakteri dapat tertimbun 
dalam medium, sehingga mengganggu 
perkembangbiakan dan pertumbuhan bakteri 
selanjutnya. Kontak langsung antara P. 
putida TI (8) dengan fenantren dapat 
mempengaruhi bakteri untuk melepaskan 
enzim yang dibutuhkan oleh bakteri dalam 
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biodegradasi yaitu untuk mengkatalisis 
reaksi oksidasi pada hidrokarbon (Tuleva 
dkk., 2005; Alrumman dkk., 2015).   
 Produksi enzim dioksigenase 
dilakukan dengan menumbuhkan P. putida 
TI (8)  pada media dengan penambahan 
fenantren dan media tanpa adanya fenantren 
dengan waktu kultivasi selama 14 hari. Uji 
aktivitas  enzim dioksigenase dari 
Pseudomonas putida TI (8)  dilakukan 
dengan menggunakan ELISA. ELISA adalah 
salah satu uji serologis yang dapat digunakan 
untuk mengukur antigen/antibodi. Prinsip 
utama teknik ELISA adalah penggunaan 
indikator enzim untuk reaksi imunologi 
(Wulandari dkk., 2019).  
 
 
Gambar 3. Aktivitas enzim P. putida TI (8)  
yang ditumbuhkan pada Fenantren 
 
Dari Gambar 3 bisa disimpulkan 
bahwa fenantren dioksigenase dengan 
penambahan fenantren mempunyai aktivitas 
tertinggi saat  inkubasi pada hari ke-8 sebesar 
5,391 U/mL. Sedangkan aktivitas terendah 
pada waktu inkubasi hari ke-0, karena belum 
adanya penggunaan fenantren oleh P. putida 
TI (8)  sebagai sumber karbon. Pada hari ke-
8 inkubasi terjadi fluktuasi aktivitas enzim 
yang tinggi karena laju pertumbuhan sel 
bakteri mencapai titik maksimal dan terjadi 
pertumbuhan secara logaritmik atau 
eksponensial.  
Dari hasil penelitian, maka dapat 
disimpulkan bahwa P. putida TI (8) memiliki 
aktivitas enzim fenantren dioksigenase. 
Enzim ini dibutuhkan oleh P. putida TI (8) 
sebagai katalis reaksi oksidasi hidrokarbon 
untuk mendegradasi fenantren (Kanaly & 
Harayama, 2000). Adanya enzim ini 
menjadikan bakteri mampu merubah 
hidrokarbon menjadi senyawa lebih kecil 
sehingga dapat dijadikan sebagai sumber 
makanan oleh bakteri (Devi & Jha, 2020). 
Bakteri ini dapat merubah dan memecah 
fenantren menjadi senyawa golongan 
catechol yang digunakan oleh bakteri untuk 
proses metabolisme asam sitrat (Hamzah 
dkk., 2011). P. putida TI (8) menggunakan 
fenantren sebagai satu-satunya sumber 
substrat dan energi sehingga termasuk 
degradasi asimilatif  (Lawal, 2017; 
Amezcua-Allieri dkk., 2012).  
Enzim pada P. putida TI (8)  berperan 
dalam proses katabolisme hidrokarbon tahap 
pertama. Katabolisme adalah reaksi 
pemecahan senyawa kompleks menjadi 
senyawa-senyawa yang lebih sederhana 
dengan menghasilkan energi yang dapat 
digunakan oleh bakteri untuk melakukan 
aktivitasnya. Tahap pertama katabolisme 
aromatik oleh P. putida TI (8)  masing-
masing dikode oleh enzim aromatik 
dioksigenase. Enzim dioksigenase yang 
dihasilkan oleh bakteri P. putida TI (8)  
mampu membuka ikatan karbon pada cincin 
aromatik (fenantren) dan menghasilkan cis-
dihidrodiol. Senyawa ini kemudian 
didehidrogenasi untuk membentuk 
dihidroksi fenantren yang merupakan 
substrat untuk enzim melakukan 
metabolisme. Senyawa tersebut selanjutnya 
didegradasi menjadi senyawa yang dapat 
masuk ke dalam siklus krebs, yaitu asam 
suksinat dan asetil CoA. Asetil CoA  akan 
memasuki siklus asam trikarboksilat di 
dalam sel bakteri untuk menghasilkan CO2 
dan H2O serta energi untuk pertumbuhan 
bakteri P. putida TI (8). Fenantren 
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dioksigenase merupakan enzim kunci dalam 
degradasi hidrokarbon aromatik (Demaneche 
dkk., 2004).  
 
KESIMPULAN DAN SARAN 
Hasil penelitian menunjukkan aktivitas 
enzim katabolik  tertinggi terhadap fenantren 
pada inkubasi hari ke 8 sebesar 5,391 U/mL. 
Penambahan 1% hidrokarbon poliaromatik 
dapat meningkatkan aktivitas enzim sebesar 
10 kali. Saran untuk penelitian selanjutnya 
yaitu perlu dilakukan deteksi gen penyandi 
enzim fenantren dioksigenase dari 
Pseudomonas putida TI (8). 
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